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RESUMO

A endometriose € uma condi¢do clinica comum, de etiopatogenia controversa e que
acomete principalmente mulheres em idade reprodutiva. A terapéutica medicamentosa
classica € fundamentada na supressdo hormonal ovariana, de forma a induzir um
ambiente hipoestrogénico que proporcione a atrofia dos focos endometridicos. No
entanto, a recorréncia dos sintomas é comum apds a interrupcdo do tratamento. A
busca por novas formas terapéuticas efetivas se faz necessaria para o melhor controle
dos sintomas e complicacdes desta doenca. O plasma rico em plaquetas (PRP) é
definido como uma fracéo de plasma que possui uma concentracao de plaquetas acima
dos niveis fisiolégicos, além de apresentar condicdes de liberar substancias que
parecem estar envolvidos na modulagédo inflamatéria. O presente estudo tem como
objetivo avaliar o efeito do uso de PRP em um modelo experimental de endometriose
peritoneal. Sessenta ratas foram submetidas a técnica de inducdo de endometriose. Os
animais foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos. O grupo C (n= 18) recebeu
uma injecao intraperitoneal de 0,2ml de solucéo salina. O grupo L (n=13) recebeu uma
injecdo subcutanea de 1mg/kg de acetato de leuprolide. O grupo PRP (n= 17) recebeu
uma injecédo intralesional de 0,05ml de PRP. Sessenta dias ap6s a primeira cirurgia 0s
animais foram submetidos a eutanasia, para que se pudesse avaliar o tamanho dos
implantes e realizar a andlise histolégica e imunoistoquimica de citocinas e células
inflamatorias. Os resultados demonstraram que o PRP e o acetato de leuprolide
promoveram uma reducdo significativa da area do implante em relacdo ao grupo
controle (p= 0,007 e p= 0,044). Resultado semelhante foi observado em relagcdo a
interleucina la (IL-1 a = p<0,001); interleucina 6 (IL-6 = p<0,001); fator de necrose
tumoral (TNF-a = p<0,001); células Natural Killer (células CD56+ = p<0,001) e células
dendriticas (células CDF+ = p<0,007). A analise histolégica evidenciou que o Unico
grupo que apresentou predominio do escore 0 ou 1 foi o grupo L (n=8) com 61, 5%, a
medida que os grupos C e PRP apresentaram apenas 11,1% e 11,8% respectivamente
destes escores (0 ou 1). Conclui-se que a terapia com PRP reduziu a area de superficie
dos implantes, mas ndo a expressao dos marcadores inflamatorios estudados, bem

como néo impediu o crescimento dos focos de endometridicos.
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SUMMARY

Endometriosis is a common clinical condition of controversial etiopathogenesis and
affects mainly women of reproductive age. Classical drug therapy is based on ovarian
hormonal suppression, to induce a hypoestrogenic environment that provides
endometriotic foci atrophy. However, recurrence of symptoms is common after
discontinuation of treatment. The search for new effective therapeutic forms is
necessary for better control of the symptoms and complications of this disease. Platelet-
rich plasma (PRP) is defined as a fraction of plasma that has a platelet concentration
above physiological levels, as well as being able to release substances that appear to
be involved in inflammatory modulation. The present study aims to evaluate the effect of
the use of PRP in an experimental model of peritoneal endometriosis. Sixty rats were
submitted to the endometriosis induction technique. The animals were randomly
assigned to three groups. Group C (n = 18) received an intraperitoneal injection of 0.2
ml of saline solution. The L group (n = 13) received a subcutaneous injection of 1 mg /
kg of leuprolide acetate. The PRP group (n = 17) received an intralesional injection of
0.05 ml of PRP. Sixty days after the first surgery the animals were submitted to
euthanasia, so that the size of the implants could be evaluated and histological and
immunohistochemical analysis of cytokines and inflammatory cells. The results showed
that PRP and leuprolide acetate promoted a significant reduction of the implant area in
relation to the control group (p = 0.007 and p = 0.044). Similar result was observed in
relation to interleukin 1a (IL-1a = p <0.001); Interleukin 6 (IL-6 = p <0.001); tumor
necrosis factor a (TNF-a = p <0.001); Natural Killer cells (CD56 + cells = p <0.001) and
or dendritic cells (CDF+ cells = p <0.007). Histological analysis showed that the only
group that presented a predominance of the 0 or 1 score was the L group (n = 8) with
61.5%, as groups C and PRP presented only 11.1% and 11.8% Respectively of these
scores (0 or 1). It was concluded that PRP therapy reduced the surface area of the
implants, but not the expression of the inflammatory markers studied, nor did it prevent

the growth of the endometriotic foci.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Conceito de Endometriose - Aspectos Epidemiolégicos, Clinicos e
Diagnosticos

Caracterizada pela presenca de tecido endometrial funcional (glandula e
estroma) fora da cavidade uterina', a endometriose é uma desordem ginecolégica
comum que afeta cerca de 176 milhdes de mulheres no mundo em idade reprodutiva,
segundo Admson et al.? e aproximadamente 7 milhdes de brasileiras, conforme o
estudo proposto por D'Amico Filho et al.®. Em geral, as manifestacdes clinicas
apresentadas nas portadoras de endometriose sdo dismenorreia, dispareunia, dor
pélvica e infertilidade®. Contudo, 50% a 60% das mulheres apresentam dor pélvica e até
50% sao inférteis, constatando que estas sdo as condicbes predominantemente
encontradas nestas pacientes®. Deve-se salientar, também, que sdo encontradas
pacientes oligo e assintomaticas (2 a 22% dos casos),* assim como pode se observar
uma dissociacdo entre a intensidade dos sintomas e o0 estagio em que a doenca se
apresenta®. De acordo com a Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva’ a
endometriose é classificada em quatro estadios, variando de minimo (estadio I) a grave
(estadio 1V), sendo estes fundamentados no aspecto, localizacdo, extensédo e
profundidade dos implantes e, na presenca e tamanho de endometriomas. Tais
parametros, em conjunto, refletem a dimenséo da doenc¢a, bem como possibilitam uma
padronizacdo de registro dos dados patoldgicos. A suspeicdo e o diagndstico clinico
sdo considerados os pontos de partida para a identificacdo da doenca, porém o padréo-
ouro de diagnéstico da endometriose se da mediante a visualizacdo direta da lesédo

endometrial por videolaparoscopia, acompanhada de confirmacéo histolégica®.
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1.2 Teorias Relevantes e a Etiopatogenia da Endometriose

Embora considerada uma doenca do século XX, esta moléstia € reconhecida
desde o século XVII. Von Rokitanski, em 1860, baseou-se em material de necropsia
para descrever a afeccdo, sugerindo que a endometriose fosse uma doenca comum
que acometia mulheres em idade adulta®. S4o mais de cem anos de estudos cientificos
acerca dessa alteracdo ginecoldgica, porém sua origem e etiologia ndo foram
elucidadas em sua totalidade resultando em uma difusdo de teoriasi®. Duas correntes
principais de hipoteses se destacam ao tentar explicar a etiopatogenia da
endometriose. A primeira delas é denominada teoria da metaplasia celdmica, segundo
o qual ocorreria transformacédo de mesotélio, por metaplasia, em tecido endometrial*’.
Contudo, a aceitacdo desta teoria ndo é consensual devido a fragilidade de sustentacéo
da mesmal'?. Sampson, em 1927, elaborou a hipbtese etiolégica mais aceita
atualmente, a da menstruacgao retrograda, explicando que ocorreria aderéncia de tecido
endometrial pés-menstrual na cavidade peritoneal e demais 6rgaos, decorrente do
refluxo tubario!®. Entretanto, um dos aspectos discutidos em relagdo a esta hipétese é
gue praticamente 90% das mulheres apresentam fluxo retrogrado e apenas 10% delas
possuem endometriose, sugerindo assim, que outros fatores poderiam determinar uma
maior propensdo para o desenvolvimento da doencga, dentre eles a capacidade de
nidacdo e proliferacdo (sobrevivéncia) destas células'*. Sendo assim, capacidade de
nidacao e proliferacdo, passam por sobrevivéncia, e sobrevivéncia de tecidos exdégenos
passa por processo inflamatério e sistema imune, o que tem sido objeto de discussao

na literatura atual.

1.3 O Sistema Imune e a Etiopatogenia da Endometriose

De acordo com Mihalyi et al.'®> ha indicios atuais que propdem que disfuncées do
sistema imune, fatores genéticos e ambientais, possam resultar nesta implantacdo
ectopica. As células endometriais intra-uterinas se proliferam mediante as flutuagdes

hormonais do ciclo menstrual e, na auséncia de fertilizacdo ocorre o sangramento. Este
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sangramento por sua vez, pode adentrar na cavidade abdominal (menstruacéo
retrograda), resultando no recrutamento de células imunoldgicas e sequente inflamacao
local'®. Sugere-se que as células endometriais localizadas na cavidade deveriam ser
identificadas como antigenos e submetidas a resposta imune local, porém por algum
motivo ainda incerto, em algumas mulheres, estas células ndo sado eliminadas
corretamente, podendo acarretar no desenvolvimento de um implante endometrial’.

Evidéncias apresentadas pela literatura suportam a teoria relacionada ao sistema
imune. Estudos demonstraram que a atividade fagocitica dos macréfagos encontra-se
reduzida no fluido peritoneal de mulheres com endometriose, embora a sua quantidade
e a producdo de citocinas pro-inflamatorias se apresentam aumentadas, colaborando
possivelmente na implantacéo e invaséo do tecido endometrial ectdpico'®. Observou-se
também que os macrofagos obtidos das pacientes com endometriose teriam maior
expressdo da molécula anti-apoptotica Bcl-2 (B cell lymphoma-2), uma proteina
relacionada a resisténcia a apoptose, o que poderia explicar, em parte, o aumento
dessa célula inflamatéria no fluido peritoneal das pacientes com esta doenga'® (Figura
1).

Com respeito as células Natural Killer (NK), observou-se que estas estariam
aumentadas em relacdo a sua quantidade, contudo a capacidade citotdxica contra
células endometriais apresentaria reduzida em pacientes com endometriose.!® N&o
somente a acao citotdxica dessas células seria deficitaria, mas também as proprias
células endometriais parecem ser mais resistentes a acéo citotoxica.®

Ademais, as populacdes de células dendriticas maduras parecem estar com um
decréscimo acentuado no endométrio de mulheres com endometriose e com um
acréscimo significativo de células dendriticas imaturas. Células imaturas néao
desempenham o papel de apresentador de antigenos de maneira eficaz. Este déficit de
células maduras observadas em mulheres com endometriose pode resultar em uma
frequéncia insuficiente de apresentacdo de antigenos a linfocitos T, ou ainda na
inducdo de tolerancia imunolégica nessas células, o que justificaria, parcialmente, a
baixa responsividade das células do sistema imune frente as células endometriais

ectdpicas.?02!
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Algumas citocinas tém sido investigadas e sdo comumente encontradas no fluido
peritoneal de mulheres portadoras de endometriose??. A interleucina 6 (IL-6) é uma
glicoproteina pré-inflamatéria secretada por varios tipos de células, incluindo os
macréfagos®®. Esta citocina € um marcador da resposta inflamatéria aguda e
desempenha funcbes como a inducdo da expressdo do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF)?*. Niveis elevados de IL-6 podem resultar no aumento dos
efeitos angiogénicos, 0 que permitiia o crescimento de células endometriais e a
permanéncia do tecido endometriéico em local ectépico?®. Assim como a interleucina 6,
a interleucina 1 (IL-1) é uma proteina sintetizada por macréfagos locais. Estudos
sugerem que a IL-1 também atuaria na promocdo da angiogénese em lesdes
endometridticas®®. O fator de necrose tecidual (TNF-a) também é uma citocina
produzida principalmente por macréfagos ativos?’ que parece contribuir na promocéo e
adesdo de células endometriais, além de estimular a angiogénese!® e a producédo das

citocinas IL-1 e IL-625.
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Figura 1. A ilustracéo demonstra as células endometriais adentrando na cavidade peritoneal por meio da
menstruagao retrégrada. Em pacientes com endometriose estas células ndo séo eliminadas corretamente
pelo sistema imune local, acarretando no desenvolvimento de implantes endometriais. Adaptado de
Hemmings e Falcone, 2015.28

1.4 O Tratamento da Endometriose - Medicamentos Tradicionais e Novas
Modalidades Experimentais

Nao existe um consenso de qual seria o tratamento ideal para a endometriose. A
indicacdo cirirgica e as estratégias terapéuticas clinicas sdo dependentes de
avaliacGes individuais?%0.

O tratamento medicamentoso da endometriose com hormdnios visa bloguear o
eixo hipotalamo - hipofisario, regredindo a leséo e levando a remissdo dos sintomass?.

Um exemplo amplamente utilizado no tratamento dessa moléstia é o0 acetato de

leuprolide®?, um nonapeptideo sintético analogo do hormdnio liberador de gonadotrofina
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(GnRH), que visa suprimir o estimulo estrogénico, principal responsavel pela
manutencdo e crescimento de focos endometridicos, além de promover a inducdo a
amenorreia por meio da inibicdo da secrecdo de gonadotrofina pituitaria®3. Contudo,
tanto os efeitos adversos apresentados, como a ocorréncia de sintomas similares aos
encontrados na pos-menopausa, quanto os custos diferenciados (custos elevados)
devem ser levados em consideracdo em relacdo a escolha terapéutica hormonal®.
Cabe destacar que os agonistas do GnRH também sé&o utilizados em pesquisas com
modelos experimentais, em que se nota uma reducgdo significativa de lesbes
endometriais apés 21 dias de uso, como evidenciados nos estudos de Kondo et al.3®
Oktem et al. 36

Os imunomoduladores sdo um exemplo de farmacos ndao hormonais utilizados
para modular a resposta imune®’. Dois tipos de imunomoduladores tém sido estudados
no tratamento da endometriose: agentes que aumentam a acao citolitica do sistema
imune e agentes que reduzem o componente inflamatério da doenca. Porém, ndo ha
uma concluséo efetiva a respeito do emprego destes grupos de drogas como terapia
essencial no tratamento da endometriose, ja que nao ha dados disponiveis consistentes
que sustentem sua utilizacdo®. Neste grupo de medicamentos incluem a loxoribine e o
inibidor do TNF-a-28. A loxiribine é uma droga que estimula tanto a atividade das células
NK, quanto a proliferacédo de linfécitos B e a citotoxicidade mediada por macréfagos=°.
Foi observada em estudo com modelo animal a reducédo significativa do tamanho do
implante endometrial com o uso dessa substancia, contudo os resultados ndo foram
satisfatérios em humanos®. O TNF-a é uma citocina chave na indugdo do processo
inflamatorio que tem sido investigada em pacientes com endometriose, uma vez que
sua concentracdo se encontra elevada no fluido peritoneal, sugerindo dessa maneira
que a sua neutralizacdo com bloqueadores do TNF-a teria efeito benéfico na
endometriose, como a ndo progressado ou a regressdo da doenca em estagio inicial®°.
Estudos em roedores e babuinos demonstraram que o inibidor do TNF-a foi capaz de
inibir o desenvolvimento da doenca, porém Koninckx e colaboradores® realizaram um
ensaio clinico randomizado, com o uso de infliximab (anticorpo monoclonal anti-TNF-a)

em 21 mulheres portadoras de endometriose com sintomatologia dolorosa importante e
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nodulos retovaginal, cujos resultados sugerem que o infliximab ndo foi efetivo no
tratamento da dor associada a doenca.

Ainda ndo ha opcdes terapéuticas disponiveis para a melhora da fertilidade e
poucas se propdem a reduzir o estadio da doenca, principalmente quando ha o
comprometimento dos ovarios e intestino. As drogas utilizadas atualmente no
tratamento da endometriose séo efetivas na reducao dos sintomas, porém a recorréncia
das manifestacées dolorosas é comum apdés a interrupcdo do tratamento clinico?330,
Busca-se, desse modo, novas opcOes terapéuticas para um melhor controle e
tratamento da doenca.

O plasma rico em plaguetas (PRP) é um produto terapéutico que pode ser
adquirido de modo autélogo com acdo na atividade inflamatéria*’. Sua obtencéo
consiste em uma técnica simples e rapida (de 20 a 30 minutos), visto que a metodologia
manual preconiza duas centrifugaces do sangue total, resultando por meio da
diferenca de densidade, em um produto final com um pequeno volume de plasma e
concentragdo plaquetaria acima dos niveis fisiologicos, além de ser uma alternativa de
baixo custo de fatores de crescimento (FC)*2. Sua utilizagdo na medicina humana tem
sido estudada e aplicada no ambito da cirurgia plastica e em outras areas da saude,
especialmente no de regeneracdo tecidual, por permitir um processo de cicatrizacao
mais rapida e eficiente, favorecer a integracdo de retalhos e enxertos, sejam 0sseos,
cutdneos ou cartilaginosos, além de auxiliar na modulacdo da inflamagdo®344.
Pesquisas recentes revelam que o PRP também promove o crescimento endometrial,
bem como melhora o desfecho da gravidez durante o processo fertilizagdo in vitro.*®

As plaquetas sao fragmentos citoplasmaticos anucleados produzidos a partir dos
megacariocitos, sendo liberadas diretamente na corrente sanguinea sob a forma
discoide ao redor do espaco hematopoiético medular*®. Sua estrutura intracelular é
constituida, entre outras, por uma zona denominada de zona de organelas, a qual
consiste basicamente de granulos-a. Estes, por sua vez, sdo responsaveis pela
liberacdo de fatores de crescimento, proteinas bioativas, que promovem a proliferacao
e diferenciacdo celular, reparo e regeneracao do tecido lesado*’: 8,

Bendinelli e colaboradores*® observaram em seu estudo, aspectos relacionados

ao efeito anti-inflamatério do PRP em condrdcitos humanos, dado que o fator de
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crescimento hepatico (HGF), um FC presente abundantemente nas plaquetas, auxiliaria
na supressao da inflamacédo por aumentar a expressao da proteina inibitéria Kappa B -
Alfa (IkBa), o que contribuiria por manter a subunididade p65 do fator de transcricao
nuclear Kappa B (NF-kB) no citosol, inviabilizando sua translocacdo para o ndcleo da
célula e consequentemente impedindo a atividade de expressao génica. Corroborando
com esse achado, Andia e Maffulli®®, verificaram o efeito anti-inflamatério do PRP na
osteoartrite experimental, por meio do silenciamento da subnidade p65, promovendo a
reducdo da inducdo de interleucina-1 Beta (IL-1B) e TNF-a no fluido sinovial e
inflamacé&o sinovial.

O fator de transcricdo NF-kB € um heterodimero que tem como papel
fundamental o de regular a expressdo de genes essenciais no processo inflamatério®:.
Seu protétipo classico é composto por duas subunidades, as chamadas p50 e p65°2.
Quando nao estimulado, os dimeros de NF-kB (p50 e p65) encontram-se no citosol
complexados a uma proteina inibitéria da familia kappa Bs, em sua maioria a IkBa®3,
Uma vez ativado por uma variedade de estimulos extracelulares, incluindo citocinas
pré-inflamatérias como o TNF-a e a IL-1, ocorre a fosforilagdo e, por conseguinte a
degradacdo da proteina inibitéria Kappa B (IkB), o qual conduz a liberacdo do
heterodimero (p50/p65/I1kB). O desmembramento do complexo p50/ p65/IkB permite a
translocacdo do NF-kB para o ndcleo, que por sua vez, liga-se a regido promotora dos
genes alvos, aumentando a transcricdo de mediadores pré-inflamatérias®* (Figura 2).

Outros fatores de crescimento contidos no PRP, como o fator de crescimento
Beta 1 (TGF-p1), fator de crescimento Insulina 1 (IGF-1) e fator de crescimento
derivado de Plaquetas (PDGF), parecem apresentar atividade anti-inflamatéria®®. O
TGF-B1 e o IGF-1 afetariam as vias de sinalizacdo de IL-1 em condrécitos in vitro®® e o
PDGF e TGF-B1 inibiriam o IKKa, proteina quinase especifica responsavel pela
fosforlilagcdo de IkB, suprimindo a ativacdo de NF-kB e transcricdo de seus alvos

envolvidos na inflamac&o®°.
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Figura 2. Atividade anti-inflamatéria do PRP. O NF-kB é ativado por meio de estimulos extracelulares,
como por exemplo, as citocinas IL-18 e TNF-a. Uma vez ativado, o NF-kB é translocado para o interior do
nucleo ligando-se a regido promotora dos genes alvos, aumentando a transcrigdo de mediadores pro-
inflamatérios. O PRP inibiria a cascata de ativagdo do NF-kB.*°

Se por um lado o PRP parece estar ligado a modulacdo da inflamacao, por
outro, alguns componentes existentes no PRP sugerem que este possui efeitos pré-
inflamatoérios. Trés proteinas plasmaticas (a-2-macroglobulina, a-1-microglobulina e
proteina de ligacdo a vitamina D) ativariam os macréfagos por meio do receptor Toll-
like 4 (TLR4), o que induziria a expressao de TNF-a , IL-1 e IL-6 estimulando, portanto,
a inflamac&o®. Ainda neste contexto inflamatério, estudos recentes apontam que a
molécula de adesado P-selectina, contida nos a-granulos e expressa na superficie da
membrana das plaquetas ativadas se liga a Ligante 1 da Glicoproteina P-selectina
(PSGL-1) na superficie dos leucécitos promovendo, por exemplo a regulacdo da
producédo de citocinas por mondcitos®’:%8. Outro papel néo tradicional das plaquetas, é a
de sintetizar a IL-1B3, o qual poderia promover a inducao de respotas inflamatérias em

células endoteliais humanas®® .
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1.5 Os Modelos Animais de Endometriose

Os modelos animais permitem o estudo de eventos envolvendo a fisiopatologia
da endometriose, bem como a avaliacdo de novas abordagens terapéuticas®®. Sabe-se
gue essa doenca se desenvolve de forma espOntanea em primatas, porém o custo &
dispendioso para o uso experimental®’. A técnica cirirgica de inducdo da endometriose
estabelecida por Jones®?, é um método eficaz e reprodutivel, o qual consiste no
autotransplante de segmentos uterinos a cavidade peritoneal das ratas. A real
correlacdo existente entre a endometriose observada em mulheres e os implantes de
tecido endometrial induzidos cirurgicamente em modelo animal (ratas) é incerta.
Contudo, sua utilizacdo em protocolos de pesquisa € justificada, dado que a avaliagédo e
acompanhamento da endometriose em humanos é dificil e muitas vezes nao factivel,

uma vez que o diagnéstico se da de forma invasiva®.

1.6 A Hipotese do Estudo

7

Como se depreende dos dados de literatura, a endometriose é uma doenca
caracterizada por uma resposta inflamatoria exacerbada em que as manifestacées
clinicas (sintoma de dor e infertilidade) sdo decorrentes desse processo inflamatorio
cronico. E uma condicdo que possui relevancia epidemioldgica, visto que sua
prevaléncia na populacdo mundial € estimada em 10% das mulheres em idade
reprodutiva. Embora a sua fisiopatologia seja pouco compreendida, a habilidade dos
implantes endometridicos se desenvolverem em localizacdes ectépicas pode estar
relacionada a imunorreatividade decorrente das proprias lesfes. Os tratamentos
disponiveis visam aliviar os sintomas, porém nao ha até o momento nenhum tratamento
gue garanta a cura permanente da doenca, o que justifica a busca de novas alternativas
terapéuticas. Sendo assim, o PRP poderia ser uma alternativa de tratamento, visto a

sua acao sobre o processo inflamatorio e de reparo tecidual.
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2 OBJETIVO

Comparar os efeitos do uso do PRP e do acetato de leuprolide sobre os
implantes endometridéicos em modelo experimental de endometriose peritoneal em ratas

Wistar por meio de analise morfologica e imunoistoquimica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os aspectos macroscopicos dos implantes endometridicos com o
emprego do PRP e acetato de leuprolide, em ratas com endometriose peritoneal;

e Analisar semiguantitativamente (classificacdo de Keenan), do ponto de vista
histopatoldgico, os implantes endometridicos apds o tratamento com PRP e
acetato de leuprolide, em ratas com endometriose peritoneal;

e Avaliar a expressao tecidual de citocinas (IL-1a, IL-1B, IL-6 e TNF-a) nas lesbes
de endometriose, por meio de ensaios imunoistoquimicos, ap0s o tratamento
com PRP e acetato de leuprolide, em ratas com endometriose peritoneal;

e Estimar as contagens celulares (células CD68+, CD4+, CDF+ e CD56+) no
estroma das lesdes de endometriose, por meio de ensaios imunoistoquimicos,
apos o tratamento com PRP e acetato de leuprolide, em ratas com endometriose

peritoneal.
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3 METODO

Este estudo experimental foi submetido & aprovacédo do Comité de Etica no Uso
de Animais da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (CEUA) obedecendo as
orientag6es do Colégio Brasileiro de Experimentacado Animal.

Sessenta ratas da espécie Rattus norvegicus albinus (Wistar), com trés meses
de idade, nuliparas e com o peso entre 200 e 250g, procedentes do Biotério da
PUCPR, foram submetidas a cirurgia de inducéo de endometriose peritoneal.

As roedoras foram mantidas em caixas de polipropileno, medindo 43cm (P) x
34cm (L) x 16cm (A), com tampa de grade de ferro galvanizado, espagamento entre a
grade de 0,7cm e cocho de racdo na parte anterior em formato de "V". A cama era
composta por cepilho/maravalha esterilizado de pinus, sem casca e com 2% no maximo
de pé. Cada gaiola acondicionou cinco animais, sendo estes alimentados com racao
Nuvilab CR1 da marca Quimtia e &gua filtrada proveniente da rede publica de
abastecimento. O macroambiente possuia controle de temperatura (em torno de 21°C),
ventilacdo (10 a 15 trocas de ar por hora), ciclos de luminosidade (claro e escuro de 12
horas cada) e ruido (65dB).

3.1 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os experimentos ocorreram no Laboratério de Cirurgia Experimental da
Disciplina de Técnica Operatoria, na Escola de Saude e Biociéncias, da PUCPR, em
trés etapas, conforme a Figura 3.
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Figura 3. Etapas dos procedimentos cirdrgicos desde indu¢éo cirargica da endometriose, diagnéstico e
tratamento.

3.1.1 Primeira Cirurgia

Apébs o periodo de adaptacdo de trés dias, foi iniciado o procedimento cirdrgico
de inducdo da endometriose, consoante a metodologia preconizada por Jones®? e
adaptada por Amaral et al.®3. Como pré-operat6rio foi instituido um jejum de 12 horas.

Os animais foram anestesiados com injecdo intramuscular de cetamina
(80mg/kg) e xilazina (8mg/kg), sendo imobilizados a mesa cirtrgica em decubito dorsal.

Posteriormente, foi efetuada a tricotomia e antissepsia da regido abdominal a ser
operada, utilizando solu¢éo de povidone-iodine com 1% de iodo ativo. Com o animal em
posicao cirurgica, foi feita uma incisdo longitudinal na linha Alba de aproximadamente
2cm para exposicao dos cornos uterinos (Figura 4). Os vasos sanguineos do corno
direito foram ligados com vicryl 3-0 e um segmento de 2cm do terco médio deste corno
foi ressecado e aberto longitudinalmente, dando origem a uma peca de 5x5mm
(0,25cm?). O implante foi suturado no peritdnio parietal do lado esquerdo, préximo ao
trato reprodutivo do animal, com o auxilio de prolene 5-0, de modo que a face

endometrial ficasse exposta a cavidade abdominal (Figura 5).
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‘&pjante suturado

Figura 5. Implante endometrial suturado na cavidade peritoneal do lado esquerdo da rata. Fonte: a
autora, 2015.

Realizada a checagem da hemostasia do corno uterino e assepsia da cavidade
abdominal, a sutura da mesma foi efetuada, sendo o musculo-aponeurético suturado
com pontos continuos de Mono nylon 3-0 e a pele com pontos separados de fio de
algodao.

A analgesia poés-operatoria foi efetuada com a aplicagdo de dipirona sodica
(100mg/kg), por via subcutanea, posterior os procedimentos cirdrgicos e apos 24 horas
de pds-operatorio.

Os animais foram levados ao Biotério permanecendo neste ambiente sem
restricdo alimenticia, nem administracdo de qualquer suplementacdo hormonal ou
medicamentosa.
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Na data do segundo procedimento, antes de se realizar as cirurgias, 0s animais
foram distribuidos de forma randomizada em trés grupos, conforme a divisdo

demonstrada na Tabela 1:

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos conforme tratamento.

Modelo N Tratamento Localizacéo
20 PRP (0,05ml) Intralesional

60 ratas 20 Leuprolide (1mg/kg) Subcutanea
20 | Controle (0,2ml de solucéo salina 0,9%) Intraperitoneal

Os animais selecionados aleatoriamente foram divididos nos seguintes grupos:
a) Grupo PRP (Grupo PRP): as ratas foram submetidas ao tratamento de uma solugéo
injetavel no local da lesdo de 0,05ml de PRP. b) Grupo analogo (Grupo L): as ratas
foram tratadas com o agonista do GhRH, com uma injecdo subcutanea Unica de acetato
de leuprolide (1mg/kg de peso corporal; Lupron Depot 3,75mg - Abbott). A dose
proposta de leuprolide foi fundamentada no estudo de Dogan et al.®.
c) Grupo controle (Grupo C): as ratas receberam uma injecao intraperitoneal de 0,2ml

de solucéao salina 0,9% proximo ao implante.

3.1.2 Segunda Cirurgia

Passados 21 dias da inducdo da doenca, os animais foram submetidos a
laparotomias medianas, conforme descrito anteriormente.

As lesbes foram localizadas com a finalidade de se comprovar
macroscopicamente o desenvolvimento, bem como se verificar a viabilidade do implante
endometribico (Figura 6). A area de superficie dos implantes foi aferida com o auxilio de
um paquimetro e anotada na unidade de comprimento em milimetros (largura X

comprimento).
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Figura 6. Comprovagao macroscopica do desenvolvimento do implante. Fonte: a autora, 2015.

Um animal foi submetido a puncéo cardiaca, para que se pudesse obter o PRP.
A técnica de preparo do PRP esta descrita no item 3.2.

Em seguida, foi administrada uma injecédo de 0,05ml de PRP no local do implante
no Grupo PRP, uma injecdo subcutanea de acetato de leuprolide (1mg/kg) no Grupo L

e no Grupo C uma injecao intraperitoneal de 0,2ml de solucao salina.

3.1.3 Terceira Cirurgia

No 60° dia apds a inducdo da endometriose, os animais foram submetidos
novamente a laparotomias medianas para se avaliar o efeito dos tratamentos nas
lesbes endometridicas, por meio da medigdo da area de superficie. Os implantes foram
excisados, fixados em formaldeido a 10% e processados para inclusdo em parafina,
para posterior analise morfologica, junto aos responsaveis do Laboratério de Patologia
Experimental da PUC-PR.

Os animais sofreram eutanasia com dose letal de 250mg/kg de Tiopental sédico

por via intraperitoneal apds o término dos procedimentos.

3.2 PREPARO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

Conforme proposto nos estudos Atalay et al.®®, foi utilizado na presente pesquisa,
uma amostra de sangue total de apenas um animal para se realizar o procedimento de
obtencdo do PRP. A rata do Grupo PRP foi selecionada de forma randomizada, sendo

apos, anestesiada com cetamina (80mg/kg) e xilazina (8mg/kg). A aspiracdo cardiaca
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foi efetuada, coletando-se 7ml de sangue e transferindo-o imediatamente para dois
tubos a vacuo de citrato de sédio 3,2% (volume de aspiracdo: 3,5ml - Vacuette do
Brasil), seguido de homogeneizacdo. Apds, 0 sangue anticoagulado foi submetido a
contagem de células no aparelho ABX Micros 60 (HORIBA ABX), a fim de se quantificar
as plaguetas antes da execucédo da técnica de enriquecimento (Figura 7A).

Posteriormente, foi pipetado com o auxilio de uma pipeta Pasteur, 0,5ml de Ficoll
Paque ™ PLUS (reagente empregado para a separacdo de células, por densidade de
gradiente de centrifugacdo) em um tubo plastico de 5ml e seguidamente o sangue foi
deslocado para o tubo.

A centrifuga utilizada para a preparacdo do PRP foi a HT TDL 80-2B (Figura 7B)
e a forca e o tempo das centrifugacdes usados foram as determinadas por Vendramin

et al®s.

TDLSO-2

| 110V7%

Figura 7. A) Centrifuga HT TDL 80-2B; B) Centrifuga HT TDL 80-2B. Fonte: a autora, 2015.

A primeira centrifugacdo foi realizada a 400g (800rpm), por 10 minutos. Foi
observada a formacdo de trés fases conforme o gradiente de densidade de seus
constituintes: a fase inferior composta por heméacias, a intermediaria referida como zona
névoa (buffy coat), contendo plaquetas e leucdcitos e a superior representada por
plasma e plaquetas (Figura 8). As fracbes correspondentes as fases superior e
intermediaria foram aspiradas com o auxilio de uma micropipeta de volume variavel de
50-200ul e transferidas para um tubo plastico de 5ml. O volume restante contendo

hemacias foi desprezado.
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Plasma

Buffy coat

Hemaéacias

Figura 8. Tubo de ensaio apés a primeira centrifugagdo. A fase superior contendo plasma e plaguetas, a
intermediéria composta pela zona névoa e a inferior representada por hemécias. Fonte: a autora, 2015.

A segunda centrifugagao foi realizada com uma forga de 800g (1600rpm) e
tempo de 10 minutos obtendo-se o plasma pobre em plaquetas (PPP), evidenciado na
regido superior do tubo e um botéo eritrocitico - plaquetario no fundo do tubo (Figura 9).

Dois tercos do PPP foram descartados e o volume resultante foi homogeneizado
brandamente resultando na obtencao do PRP.

PPP

Botdo eritrocitario-plaquetario

Figura 9. Detalhe do plasma obtido apds a segunda centrifugacao. Botéo eritrocitario-plaquetario e PPP
em cerca de dois tercos da regido superior do tubo. Fonte: a autora, 2015.
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Nova contagem no aparelho ABX Micros 60 foi efetuada, com o intuito de se

constatar o enriquecimento de plaquetas, como estdo representados nas Figuras 10 e

11. l l

VATB)X¢

MICROS 60

Figura 10. Visualizagdo do nimero de plaguetas (462.000/mm3) apds a coleta de sangue da rata.

") A )
ITwitnwes VWV

Figura 11. Visualizacdo do enriqguecimento do niumero de plaquetas (2.852.000/mm3) apés o
procedimento de obtencédo do PRP.

Foi obtida uma concentragdo plaquetaria em média 517% maior do que a

visualizada no sangue do animal (antes da técnica de enriquecimento).
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O preparo do PRP esta representado de forma esquemaéatica de acordo com a

Figura 12.

3.5ml de sangue total
- Contagem de plaguetas;

0.5ml de Ficoll = 3,5ml
de sangue total

Primaira centrifugagho = Plasma & plaquetas
Forga: 400g =5 Leucicitos ¢ plaquetas
Tempo: 10min S~ Eritrocitos

|Amrl eritrocitario-plaquetario

« PPP
i R r R F
] PRP
Volume desprezado - Contagem de plaguetas
\i’

Siqunda centrigugacho

Forga: B0y

Tempo: 10min

Figura 12. Etapas do processo de obtengéo do PRP. Fonte: a autora, 2015.

3.3 ANALISE HISTOLOGICA - METODOLOGIA DE KEENAN

Os implantes endometriais excisados e fixados em formaldeido a 10% foram
incluidos em blocos de parafina, seccionados em uma espessura de 5um (4 cortes por
amostras), corados com hematoxilina e eosina e examinados com o auxilio do
microscopio Optico AXIO Vision. A persisténcia de células epiteliais nos implantes
endometriais foi avaliada semiquantitativamente, de acordo com a classificacdo

proposta por Keenan et al.®’.

Escore 3: camada epitelial bem preservada;

Escore 2: epitélio moderadamente preservado com infiltrado leucocitario;

Escore 1: epitélio mal preservado;

Escore 0: auséncia de epitélio.
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A Figura 13 evidencia a avaliacdo histopatolégica dos implantes endometribicos.
Deve-se ressaltar que a patologista designada para analisar as amostras desconhecia

0s grupos de tratamento.

. L1 20

Figura 13. Avaliacdo histopatolégica dos implantes endometridicos. (A) Escore 0, (B) Escore 1, (C)
Escore 2, (D) Escore 3. Aumento de 10x e 400x respectivamente. Fonte: a autora, 2016.

3.4 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Para realizar a analise imunoistoquimica das amostras foi utilizado o arranjo em
matriz de amostras teciduais, ou tissue microarray (TMA), descrita por Kononen et al.®”.
Esse teste se baseia na confeccdo de blocos multiamostrais, contendo fragmentos
cilindricos de amostras teciduais, em um unico bloco de parafina. Os cilindros teciduais
sdo dispostos no bloco receptor seguindo uma ordem pré-determinada.

Este teste foi utilizado com o material obtido dos animais dos trés grupos

estudados (PRP, Leuprolide e controle).

3.4.1 Técnica de preparo do TMA

Primeiramente, o implante endometrial foi identificado por meio da anélise
histologica. A partir dos blocos de parafina contendo os cistos endometriéicos, foram

realizados cortes sequenciais de 4um com o auxilio de uma placa fria (Leica EG1130,
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Germany), um micrétomo (Reichet-Jung 2030, Bicut, Germany) e uma lamina cortante
(Marienfeld), elaborando dessa maneira as laminas coradas com HE (hematoxilina-
eosina). Estas foram analisadas ao microscépio Optico, em que se selecionou e se
delimitou a &rea (parede do cisto endometridico) a ser preparada em TMA.

Em seguida, foi organizado um mapa em plano cartesiano com a localizacdo em
gue cada exemplar teria no TMA. Por meio de uma broca Trefina Neodent®, cilindrica,
de 3mm de didmetro acoplada a uma caneta-pino-chave e a um motor de suspenséo de
130 watts, da marca Bethil®, as amostras selecionadas foram puncionadas e
posicionadas em uma forma metalica conforme o mapa de localizacdo. Esta foi
preenchida com parafina liquida a 60°C e alocada, apos, em uma placa de gelo a
temperatura de -10°C negativos durante 30 minutos, para que ocorresse a solidificacao

da parafina, concluindo dessa maneira a confec¢ao do TMA.

A técnica de confeccdo do TMA esté representada esquematicamente na Figura

' —
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Figura 14. Confeccao do TMA. (A). Bloco doador, dos quais sédo retirados fragmentos da amostra. (B)
Broca cilindrica, utilizada para retirar os fragmentos e construir o bloco receptor. (C) Bloco receptor,
contempla os microarranjos das amostras, possui linhas e colunas previamente identificadas por um

mapa em plano cartesiano. (E) Lamina do TMA concluida. Fonte: a autora, 2016.
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3.4.2 Realizagcdo dos ensaios imunoistoquimicos com Interleucinas pro-
inflamatorias

Para realizar os ensaios imunoistoquimicos, as laminas que foram preparadas
para este proposito foram submetidas a desparafinizacdo com xilol, a desidratacdo com
banhos sucessivos de alcool e a reidratacdo com agua. Apés, foram imersas em &alcool
metilico e H202 para que ocorresse o blogueio da peroxidase enddgena.

Posteriormente, as laminas foram incubadas com os anticorpos anti-interleucinas
selecionadas e devidamente diluidas pelos responsaveis de protocolos do Laboratério
de Patologia Experimental da PUCPR. (Tabela 2), sendo entdo acondicionadas em

camera Umida com temperaturas de 2 e 8°C, durante o periodo noturno.

Tabela 2. Interleucinas e condi¢cbes empregadas nos testes imunoistoguimicos.

Interleucina Especificacéo Marca Diluicéo
IL 1a Rabbit (polyclonal) Abcam ® 1:200
IL-1B Rabbit (polyclonal) Abcam ® 1:100
IL-6 Mouse (monoclonal) Imuny® biotechnology 1:200

TNF-a Mouse (monoclonal) ThermoFisher Scientific 1:50

Um polimero de revelacdo, composto por duas solucbes (complement e
conjugate) foi adicionado apo6s a incubacdo com os anticorpos primarios. A seguir, foi
acrescentado o complexo DAB + substrato sobre as laminas e a contra-coloragéo foi
feita com hematoxilina de Harris, seguida de desidratacdo em imerséo de alcool etilico

100% e clarificacdo com xilol.

3.4.3 Andalise Morfométrica

Para se avaliar quantitativamente a area de expressao das interleucinas, utilizou-
se no presente estudo a técnica de morfometria.

Desse modo, as laminas submetidas a imunoistoquimica com os anticorpos anti-
citocinas (IL-1a, IL-1B, IL-6 e TNF-a) dos grupos pertencentes ao PRP, acetato de
leuprolide e controle, foram digitalizadas no scanner Axio Scan.Z1l (Carl Zeiss -
Oberkochen, Alemanha) obtendo-se um mosaico de imagens (Figura 15) que

posteriormente foi fragmentado em centenas de fotos por caso, a fim de se facilitar a
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visualizacdo da area pesquisada e excluir as imagens que continham dobraduras,
espacos em branco e artefatos (Figura 16a).

Estas imagens foram otimizadas com o auxilio do software Adobe Photoshop
CS6 v 13.0® (San Jose, Califérnia, USA) (Figura 16b) por meio do corte do contetdo da
luz do cisto endometriéico, com o intuito de se obter uma analise especifica da regiao
de interesse (parede do cisto).

Em seguida, as imagens foram avaliadas mediante o software Image-Pro Plus
4.5 (Media Cybernetics ® - Rockville, Maryland, USA) pela ferramenta morfometria de
cores. Esta ferramenta possibilita analisar a expressdo tecidual imunoistoquimica
baseada na imunopositividade apresentadas nos tecidos, por meio de uma mascara

(Figura 16c¢). Esta mascara marca com a cor vermelha as areas positivas (demonstrado

nas imagens da Figura 16 com o simbolo "*“), com a cor amarela as areas negativas

(demonstrado nas imagens da Figura 16 com o simbolo "A") e com a cor verde as

n$kn

areas sem tecido (demonstrado nas imagens da Figura 16 com o simbolo "*"), sendo

entdo aplicada em todos os exemplares fotograficos. Para cada imagem, o programa

gerava uma porcentagem das areas citadas.

Figura 15. Lamina de TMA digitalizada demonstrando os varios implantes de diversos animais em uma
mesma lamina. Observe que neste aumento panoramico os implantes sdo em sua maioria cisticos.
Fonte: a autora, 2016.
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Figura 16. Andlise morfométrica. (A) Imagem da lamina imunocorada com o anticorpo anti-interleucina 6
(IL- 6) através da técnica de imunoistoquimica. (B) Imagem otimizada com o auxilio do software Adobe
Photoshop CS6 v 13.0®. (C) Imagem submetida a méscara para analise morfométrica onde a cor verde
representa a auséncia de tecido ou luz do cisto endometridico, a cor amarela representa o tecido
negativo para IL-6 e a cor vermelha demonstra as areas que apresentam imunoexpressao tecidual para
IL-6. Fonte: a autora, 2016.

Os valores adquiridos foram exportados para o Microsoft Office Excel 2007 e
organizados em planilhas para a realizacdo da analise estatistica, a qual utilizou a

médias e medianas dos percentuais de todas as amostras disponiveis.

3.4.4 Realizacdo dos ensaios imunoistoquimicos com anticorpos primarios
anti CD4, CD56, CD68 e CDF.

A preparacdo das laminas contemplando os anticorpos primarios se deu
conforme descrito no tdpico 3.4.2.
Na tabela 3 constam os dados referentes as condi¢cdes empregadas nos testes

imunoistoquimicos.
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Tabela 3. Marcadores e condigcbes empregadas nos testes imunoistoguimicos.

Interleucina Especificagdo Marca Diluigéo
CD4* Clone 4B12 Dako Pré-diluido
CD56** Clone 123C3 Dako Pré-diluido
CD68*** Clone PG-M1 Dako Pré-diluido
CDF*** Clone CNA.42 Dako Pré-diluido

*CD4: Marcador de linfécito Th.; *CD56: Marcador de NK Cells; ***CD68: Marcador de
mondcito/macroéfago; ****CDF: Marcador de células dendriticas.

3.4.5 Avaliacdo quantitativa das células inflamatérias no estroma da leséo
endometrioica.

Primeiramente, para se realizar a analise quantitativa dos marcadores, as
laminas submetidas a imunoistoquimica foram digitalizadas no programa Zen 2.3 lite.
Os cistos endometridicos foram localizados e divididos em quatro quadrantes. Em cada
quadrante foi realizada a leitura de dois campos (x 100) do estroma, contabilizando-se o
namero de células inflamatérias e transpondo o valor obtido em escore, de acordo com
o trabalho proposto por Vizzotto et al.®® (Figura 17).

Os indices foram classificados em: acentuado (score 3: +50 células por campo
de grande aumento); moderado (score 2: entre 25 - 50 células por campo de grande
aumento); discreto (score 1: 1-25 células por campo de grande aumento) e; ausente
(score 0: auséncia de célula inflamatdria por campo de grande aumento).

Ao final, se somavam os valores obtidos dos quadrantes e se dividia pelo nUmero
total de campos do cisto, exportando os resultados para uma planilha do Microsoft
Office Excel 2007 a fim de se efetuar a andlise estatistica.
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Figura 17. Cisto endometriéico corado com anticorpo anti CD56 e dividido em quatro quadrantes. A
leitura das células inflamatérias CD56+ no estroma do cisto, neste caso, foi realizada, selecionando-se
campos apenas nos quadrantes inferiores. Os escores que representam o nimero de células positivas

por campo variaram entre 1 e 3, conforme o exemplo demonstrado pelos circulos. Fonte: a autora, 2016.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram descritos por médias, desvios padrdes, medianas e
amplitudes. Para a comparacdo dos grupos em relacéo a variaveis continuas foi usado
o modelo de andlise da variancia (ANOVA) com um fator ou o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, dependendo da condi¢cdo de normalidade que foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para analise do grau de Keenan os grupos foram comparados
dois a dois considerando-se o teste exato de Fisher. O nivel de significancia adotado foi
de 0,05 sendo corrigido por Bonferroni para as comparacées mdultiplas dos grupos
quanto ao grau de Keenan (p<0,017 indicaram significancia estatistica). Os dados

foram analisados com o programa computacional IMB SPSS Statistics v.20.
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4 RESULTADOS

Doze das sessenta ratas que foram submetidas ao procedimento de inducéo a
endometriose foram excluidas no presente estudo, dado que para se obter o PRP foi
utilizado o sangue de um animal (7ml), deixando-o inapto para prosseguir com a
pesquisa, oito morreram entre a primeira e a segunda cirurgia e trés desenvolveram
abscesso em torno da lesdo endometridica, remanescendo dessa maneira, uma

amostra experimental de 48 roedores.

4.1 RESULTADOS MORFOLOGICOS E IMUNOISTOQUIMICOS

Para a aplicacdo do teste estatistico em relagdo a andlise das areas dos
implantes, os trés grupos foram comparados nos tempos equivalentes ao primeiro
procedimento (TO), segundo procedimento (T21), ou seja, visualizacdo da area dos
implantes e administracdo dos medicamentos e terceiro procedimento ou eutanasia
(T60).

A Tabela 4 demonstra estatisticas descritivas de acordo com 0S grupos e 0S
valores de p dos testes estatisticos, sendo os realcados em vermelho os resultados que

obtiveram relevancia estatistica.

Tabela 4. Tamanho do implante endometridico (mm?2) nos trés momentos de procedimentos cirlrgicos.
Desvio Valor de

Variavel Grupo n Média  padrdo p*
Tamanho do Implante (TO) Controle 18 24,2 2,6
Leuprolide 13 25 0
PRP 17 24,5 2,2 0,458
Tamanho do Implante no  Controle 18 32,2 17,6
inicio do tratamento com  |_euprolide 13 34,5 21,8
a droga (T21) PRP 17 24,5 13,6 0,115
Tamanho do Implante na  Controle 18 25,4 15,5
Eutanasia (T60) Leuprolide 13 14,1 11,8 *k
PRP 17 15,5 8,3 0,021

*Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

**QOs grupos pertencentes a variavel T60 apresentaram significancia estatistica, sendo entdo comparados
dois a dois:

Controle x Leuprolide p= 0,007;

Controle x PRP p=0,044;

Leuprolide x PRP p= 0,374
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Em relacdo a avaliacdo histolégica (classificacdo de Keenan) os graus 0 e 1
foram agrupados, dado que foi encontrado o escore 0 em apenas um cisto (grupo
acetato de leuprolide). Os graus 2 e 3 também foram associados por se considerar que
0 epitélio se encontra preservado em ambas as classificacdes (Tabela 5). Na figura 18
estdo apresentados o grafico com os resultados obtidos, bem como as imagens
pertencentes ao grupo controle (escore 3), leuprolide (escore 1) e grupo PRP (escore
3).

Tabela 5. Frequéncias e percentuais de animais de acordo com o0s grupos e as classificacdes de

Keenan.
Grupo
Keenan | Controle | Leuprolide PRP
Ooul 2 8 2
11,10% 61,50% 11,80%
2o0u3 16 5 15
88,90% 38,50% 88,20%
Total 18 13 17
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Figura 18. Andlise histopatoldgica segundo a classificacdo de Keenan. O grupo leuprolide apresentou
relevancia estatistica frente aos grupos controle e PRP por apresentar menor nimero de casos 2 ou 3. A
primeira e a terceira imagem evidenciam o epitélio bem preservado (Keenan 3) dos grupos controle e
PRP, respectivamente, enquanto a imagem central demonstra o epitélio mal preservado (Keenan 1)
referente ao grupo leuprolide. Fonte: a autora, 2017.

Observa-se na Figura 18 que os grupos controle e PRP apresentaram maior
namero de casos com escores 2 e 3 que o0 grupo leuprolide, com relevancia estatistica
(o nivel de significancia foi corrigido por Bonferroni, p < 0,017).

Na Tabela 6 sdo apresentadas estatisticas descritivas dos marcadores
inflamatorios (citocinas e células inflamatoérias) estudados, bem como os valores de p
obtidos quando os grupos sdo confrontados dois a dois. Os valores destacados em
vermelho sdo aqueles cujo p apresentou significancia estatistica.

44



Tabela 6. Estatistica descritiva dos marcadores inflamatérios (citocinas e células inflamatérias) e valores
de p obtidos gquando os grupos séo confrontados dois a dois (C= controle; L=leuprolide; P = PRP).

Desvio | Valor p* CxL CxP LxP
Variavel Grupo n Média padrdo|(CxLxP)

Expressdo Controle 18 3,01 1,2

de IL-a Leuprolide 13 11,64 9,76
PRP 13 11,5 10,34 0,001 <0,001  <0,001 0,795

Expressdo Controle 7 7,61 2,77

de IL-B  Leuprolide 12 15,07 5,47
PRP 16 9,22 3,75 0,001 0,001 0,414 0,001

Expressdo Controle 12 2,33 0,85

de IL-6  Leuprolide 12 9,56 6,18
PRP 16 7,21 8,92 <0,001 <0,001  <0,001 0,034

Expressdo Controle 16 0,78 0,37

de TNF-a Leuprolide 9 3,79 2,87
PRP 17 3,26 5,06 <0,001 <0,001 <0,001 0,084

Células Controle 16 0,51 0,28

CD68+ Leuprolide 13 11 0,84
PRP 16 0,84 0,68 0,049 0,016 0,145 0,271

Células  Controle 17 0,4 0,24

CD56+ Leuprolide 13 1,93 0,68
PRP 16 1,59 0,68 <0,001 <0,001 <0,001 0,111

Células  Controle 17 0,71 0,2

CD4+ Leuprolide 13 1,46 0,79
PRP 16 0,93 0,64 0,003 0,001 0,28 0,016

Células Controle 17 0,58 0,18

CDF+ Leuprolide 13 1,38 0,75
PRP 16 1,18 0,74 0,002 0,001 0,007 0,371

*ANOVA com um fator (IL-13, CD68+, CD56+, CD4+ e CDF+) ou teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
(IL-1q, IL-6 e TNF-a), p<0,05.

Na Figura 19, as imagens dos cistos fragmentados estdo coradas em vermelho,

demonstrando imunopositividade em relacdo as citocinas (IL-1a, IL-1B, IL-6 e TNF-q).

Estas imagens estéo localizadas abaixo de seus respectivos grupos.

Os circulos vermelhos na Figura 20 representam a leitura realizada em um

campo do cisto endometridico (contagem do numero de células inflamatérias CD68+,

CD56+, CD4+ e CDF+). As imagens estdo localizadas abaixo de seus respectivos

grupos.
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Figura 19. Andlise estatistica das citocinas IL-1a, IL-1B, IL-6 e TNF-a. Observa-se que houve
significAncia estatistica no grupo PRP versus controle das citocinas: IL-1a: p<0,001; IL-6: p<0,001; TNFa:
p<0,001, bem como se observa significancia estatistica em todos os marcadores inflamatérios do grupo
leuprolide versus o controle. As imagens dos cistos estao coradas em vermelho, demonstrando a
imunopositividade tecidual em relagéo as citocinas IL-1q, IL-1[3, IL-6 e TNF-a respectivamente. Estas
imagens estao localizadas abaixo de seus respectivos grupos nos graficos. Fonte: a autora, 2017.
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Figura 20. Analise estatistica das células CD68+, CD56+, CD4+ e CDF+. Observa-se que houve
significancia estatistica no grupo PRP versus o controle das células inflamatérias CD56: p<0,001 e CDF:
p<0,007, bem como se observa significancia estatistica em todos as células inflamatérias do grupo
leuprolide versus o controle. Os circulos vermelhos representam a leitura realizada em um campo do
cisto endometridtico com contagem do niumero de células inflamatérias CD68+, CD56+, CD4+ e CDF+
respectivamente. As imagens estdo localizadas abaixo de seus respectivos grupos no gréfico. Fonte: a
autora, 2017.
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A Tabela 7 apresenta a avaliagcdo da correlacdo entre o tamanho do implante
(area - momento da eutanasia) e os marcadores inflamatérios. Estdo evidenciados os
coeficientes de correlacdo de Spearman estimados e os valores de p dos testes
estatisticos. Optou-se por apresentar apenas os dados referentes ao PRP, pois foi o

anico grupo que evidenciou significancia estatistica.

Tabela 7. Correlagao da area dos implantes no momento da eutanasia com os marcadores pro-
inflamatérios do grupo referente ao PRP (p<0,05).

Coeficiente de correlacdo de Valor de
Varidveis n Spearman p
Area eutanasia x IL-1a 13 -0,36 0,232
Area eutanasia x IL-18 16 -0,59 0,016
Area eutanasia x IL-6 16 -0,39 0,138
Area eutanasia x TNF-a 17 -0,2 0,446
Area eutanasia x CD68 16 -0,33 0,21
Area eutanasia x CD56 16 -0,12 0,657
Area eutanasia x CD4 16 -0,32 0,225
Area eutanasia x CDF 16 -0,49 0,057

Desde que tenha significancia estatistica, o grau de associacdo pode ser
classificado em: Excelente: r > 0,90; Bom: r de 0,75 a 0,90; Moderado: r de 0,50 a 0,74
e Fraco: r <0,50.

No caso apresentado, observa-se que o0 grau de associacdo existente € o

moderado no que se refere a variavel area do implante confrontado a IL-18 (-0,59).
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5 DISCUSSAO

A endometriose é uma doenca cuja etiopatogenia ndo esta totalmente elucidada.
A busca continua pelo esclarecimento de sua patogénese € evidenciada pela
quantidade de estudos publicados nos ultimos 20 anos, uma vez que, ao entender
como ocorre seu desenvolvimento, tanto o seu tratamento quanto o seu diagnostico
poderdo ser otimizados®°.

A terapéutica medicamentosa classica dessa afeccao tem por base a supressao
hormonal ovariana, de forma a induzir um ambiente hipoestrogénico que proporcione a
atrofia dos focos endometridticos’™. Sua utilizacdo é efetiva na reducdo da intensidade
de quadros relacionados a dor, porém, além de provocar efeitos indesejados como os
gue ocorrem com o0s analogos do GnRH, a recorréncia dos sintomas € comum com a
interrupcédo do tratamento®. Se por um lado busca-se repostas acerca da etiopatogenia
da endometriose, por outro, busca-se um tratamento ideal para o controle ou até
mesmo a cura dessa moléstia.

Pesquisas com modelos animais de pequeno porte, como 0s roedores,
permitem a avaliacdo de novas abordagens terapéuticas, uma vez que € possivel
estabelecer lesdes semelhantes as da endometriose por meio de técnica cirdrgica .

Diversos autores sustentam a ideia de que o sistema imune esteja intimamente
relacionado ao desenvolvimento da endometriose, posto o0 raciocinio que atualiza a
teoria da menstruacdo retrograda, no sentido de que as células do sistema imune
deveriam eliminar, com a inflamacao local, as células do endométrio extravasadas para
o peritbnio. Todavia, nas pacientes portadoras de endometriose, este mecanismo de
defesa sofreria um viés permitindo a implantacdo e o desenvolvimento de fragmentos
endometriais, dando origem focos endometridicos’*72.

Indicios da literatura apontam que a quantidade de macréfagos peritoneais e a
producdo de citocinas pro-inflamatorias se encontram aumentados em pacientes com
endometriose, porém sua atividade fagocitica se apresenta reduzida, o que colaboraria
possivelmente para a implantacdo e invasdo do tecido endometrial ectépico.'®
Evidenciou-se também que a quantidade de células NK estaria aumentada, contudo

sua atividade citotoxica contra células endometriais parece estar diminuida®®. Além
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disso, as células dendriticas parecem ndo desempenhar seu papel de modo satisfatério
como apresentadoras de antigenos aos linfocitos T, visto que as populacdes de dessas
células maduras se apresentam com um decréscimo acentuado no endométrio de
mulheres com endometriose e com um acréscimo significativo de células dendriticas
imaturas.?®

Numerosos investigadores tém mostrado que as concentracdes de IL-1, IL-6 e
TNF-a estdo elevadas no fluido peritoneal de mulheres com endometriose, 0s quais
contribuiriam na promocéao e adesao de células endometriais em local ectopico, além de
estimularem a angiogénese.16.23.24.26,27

A procura por drogas anti-inflamatorias (imunomoduladoras) que possuam
efeitos contrarios aos dos medicamentos anti-hormonais, além dos estudos
consistentes da participacdo do sistema imune na endometriose, nos levaram, no
presente projeto, a avaliacdo do PRP em um estudo experimental com ratas, dado os
achados que este produto possui acdo no processo de inflamacgéo e reparo tecidual.

Conforme explicitado anteriormente, sugere-se que o PRP possua acdo na
modulacao da inflamacéo, dado que se constatou que este produto seria capaz de inibir
a cascata do NF-kB por aumentar a expressao do IkBa ou por silenciar a subunidade
p65 do heterodimero do NF-kB. Ademais, os fatores de crescimento TGF-f1 e o IGF-1
contribuiriam na acdo anti-inflamatoria por afetar as vias de sinalizacdo da IL-1, em
condrécitos humanos como observado no estudo de Bendinelli e colaboradores®®. Em
contrapartida, ha evidéncias da acéo pro-inflamatoria de alguns componentes presentes
no PRP. As proteinas plasmaticas (a-2-macroglobulina, a-1-macroglobulina e proteina
de ligacdo da vitamina D) ativariam os macrofagos através do receptor Toll Like o que
induziria a expressdo de TNF-a , IL-18 e IL-6, estimulando, dessa maneira, a
inflamacgéao®’.

A pesquisa em questdao demonstrou que o tratamento com PRP foi efetivo em
reduzir & rea dos implantes endometriais em relagdo ao grupo Controle (p < 0,05), no
momento da eutanasia. Contudo, ao se avaliar a expressdo dos marcadores
inflamatorios observou-se que cinco dos oito marcadores apresentaram-se
significativamente aumentados quando confrontados ao grupo controle (IL-1a: p<0,001;
IL-6: p<0,001; TNF-a: p<0,001; CD56: p<0,001 e CDF: p<0,007), sugerindo que o PRP
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tenha agido de forma a promover a inflamacéo local. Sreeramkumar et al.”® evidenciou
que durante a resposta inflamatéria foi constante a interacdo das plaquetas com os
leucécitos ancorados na parede endotelial em processo de migracdo, por meio da
interacdo da proteina expressa nas superficies dos neutréfilos PSGL-1 com a P-
selectina em plaquetas. Os leucdcitos, quando recrutados em caso de inflamacéo local,
perdem a morfologia simétrica e se tornam polarizados, com bordas providas de
proteinas, como a PSGL-1. Sua interacdo com a P-selectina parece ser fundamental
para o inicio do processo inflamatorio.

O CD40 ligante (CD40-L), uma proteina transmembrana pertencente a
superfamilia do TNF-a, presente nos linfocitos B e T e células da imunidade inata,
quando ligados ao CD40 (outra proteina de membrana encontrada nas células citadas
anteriormente), desencadeia um papel fundamental na regulacdo da resposta imune’4.
O CD40-L presente nas plaquetas ativadas induzem as células endoteliais a secretar
guimiocinas e a expressar moléculas de adesdo para o recrutamento de células
inflamatérias, induzindo aos efeitos inflamatérios®C. Gongalves et al.”®, observou em seu
trabalho com a infeccdo de Leishmania major em camundongos, que as plaquetas
ativadas pelo sistema complemento, se agregam umas as outras e também ao parasita,
liberam o fator de crescimento PDGF que ativa as células ao redor da lesdo como
fibroblastos, células endoteliais, fazendo com que estas liberem rapidamente a proteina
MCP-1, atraindo dessa forma os mondcitos para o local da inflamacé&o.

Outro achado relevante em relacdo as plaquetas corresponde ao fato de que
também sintetizam a IL-13, um dos marcadores mais importantes de inducao
inflamatéria e produzida principalmente por mondcitos e neutréfilos’®. No corrente
projeto, constatou-se que o grupo PRP apresentou um grau moderado de associacao
negativo no que se refere a variavel area do implante (T=60) versus a IL-1B (-0,59; p=
0,016). Ou seja, esse achado corrobora com a literatura, além de sugerir que a reducao
da area do implante da endometriose no grupo PRP no momento da eutanasia (p=<
0,044), provavelmente se deu devido ao auxilio da atividade de reparo tecidual
proveniente das células inflamatorias, possivelmente recrutadas pelas plaquetas.

Assim como o PRP, o tratamento com o acetato de leuprolide reduziu a area de

implante endometriéico (p = 0,007), tal como apresentou aumento significativo dos
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marcadores inflamatérios (IL-la: p<0,001; IL-1B: p<0,001; IL-6: p<0,001; TNF-a:
p<0,001; CD68: p<0,016; CD56: p<0,001; CD4: p<0,001 e CDF: p<0,007), quando
confrontados ao grupo controle. Neste estudo, ndo foi observada uma correlagéo entre
a variavel area do implante versus os marcadores inflamatérios. A regressdo dos
implantes endometridéicos com o uso do leuprolide ja foi previamente identificado nos
estudos experimentais de Kondo et al.3%; Oktem et al.”” e Cenksoy et al.”®. Khan e
colaboradores™ sugerem que o tratamento com GnRH reduziria significativamente a
reacdo inflamatéria e a resposta angiogénica em tecidos relacionados a doencas
reprodutivas, como a endometriose, por meio da diminuic&o significativa da quantidade
de infiltracdo de mondcitos e da densidade de microvasos encontrados nos espécimes
de bidpsia de mulheres tratadas com GnRH quando comparadas as nao tratadas. Em
contrapartida, Sozen e colaboradores® demonstraram em seu trabalho, utilizando
tecidos de mioma, o aumento da expressdo da proteina quimiotatica de mondcitos
(MCP-1) no miométrio de mulheres que receberam o tratamento com GnRH. Estudos
acerca do efeito direto do GnRH em relacdo a diminuicdo do acumulo tecidual de
macréfagos e sua associacéo a proteinas quimiotaticas se faz necessario’®.

No que diz respeito a avaliacdo histolégica de Keenan, primeiramente deve-se
levar em consideracdo que esta classificacdo foi desenvolvida com o propdésito de
validacdo de metodologia experimental e ndo para a interpretacdo de resultados. Esta
analise semiquantitativa ndo se correlaciona com o tamanho (area) do implante, dado
gue pode ser observado um cisto com tamanho expressivo, mas com uma classificacédo
de Keenan de escore baixo. S&o propostas distintas, o qual um avalia de modo
macroscopico (area) e outro microscépico (Keenan). Apesar dessa classificacdo néo
ter sido originalmente descrita para se avaliar resultados, ela passou a ser utilizada
dessa maneira por falta de uma metodologia microscopica mais adequada. Por fim,
uma vez que néo foi realizada essa avaliagdo na reabertura das ratas no T21 (segunda
cirurgia), ndo ha como afirmar qual o escore inicial (classificacdo de Keenan) deste
estudo antes do tratamento. Sendo assim, o resultado deste estudo demonstrou
menores escores de Keenan no grupo leuprolide, em relacdo ao grupo controle
(p<0,006) e PRP (p<0,007), o qual poderia denotar maior efetividade do tratamento,

devendo ser interpretado com cautela.
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Para finalizar, o presente estudo apresentou quatro limitacdes. A primeira foi ter
usado um grupo controle com solucdo salina e ndo com plasma pobre em plaquetas
(PPP), obtido durante o processo de producdo do PRP, o que seria ideal para se avaliar
a atuacdo das citocinas presentes no plasma. A segunda limitacdo foi a utilizacdo de
PRP heterélogo. Embora haja trabalhos que utilizem o PRP heterélogo®® ha duavidas se
nao existiu alguma intercorréncia no que diz respeito ao processo inflamatério com
relacdo h& rejeicdo de elementos heterdlogos pelo animal experimental, j& que se
observou uma expressao significativa dos marcadores inflamatérios desse grupo
guando comparado ao controle. A terceira limitacdo se refere a auséncia de analise da
classificacdo de Keenan no momento T21 a fim de se determinar quantas ratas
estavam com implantes O ou 1 e quantas estavam com implantes 2 ou 3 imediatamente
antes do tratamento com PRP. Isto facilitaria o uso da classificagcdo de Keenan na
interpretacdo de resultados apds a administracdo de medicamentos para tratamento da
endometriose. A quarta limitacdo foi a ndo determinacdo do hipoestrogenismo causado

pelo leuprolide através do exame de citologia vaginal hormonal das ratas deste estudo.

53



6

CONCLUSOES

Houve reducdo da &rea dos implantes endometriais com o tratamento com
PRP e acetato de leuprolide;

O escore de Keenan foi maior no grupo tratado com PRP;

Foi identificada maior expressédo das citocinas pro-inflamatorias IL-13, IL-6
no grupo tratado com PRP, assim como foi observada uma expressao
significativa das citocinas IL-1a, IL-1B3, IL-6 e TNF-a no grupo tratado com
acetato de leuprolide;

Foi identificada maior expressao dos biomarcadores CD56+ e CDF+ no
grupo tratado com PRP, bem como se observou uma expressao
significativa dos biomarcadores CD68+, CD4+, CDF+ e CD56+ no grupo
tratado com acetato de leuprolide;

Foi identificada uma correlacdo moderada negativa entre o biomarcador

IL-18 e a area do implante no grupo PRP.
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